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В статье представлена методика 
количественного определения суммы фе-
нольных соединений в листьях ольхи 
чёрной методом спектрофотометрии с 
реактивом Folin-Ciocalteu. Оптическую 
плотность окрашенного комплекса оп-
ределяли при длине волны 760 нм. Рас-
чет суммы фенолов проводили с исполь-
зованием градуировочного графика, по-
строенного с помощью ГСО  эллаговой 
кислоты. Относительная ошибка пред-
ложенной методики – 2,27%. Содержа-
ние фенольных соединений в листьях 
ольхи чёрной составляет в среднем 
18,72%. Описаны условия, обеспечиваю-
щие максимальную экстракцию биоло-
гически активных соединений из изучае-
мого объекта: экстрагент – 60% спирт 
этиловый, частицы сырья размером 2 
мм, время нагревания на кипящей водя-
ной бане 40 мин., соотношение сырье: 
экстрагент – 1:60. Приведены опти-
мальные факторы протекания химиче-
ской реакции между фенолами листьев 
ольхи чёрной и реактивом Folin-
Ciocalteu (подобрано количество реакти-
ва, концентрация карбоната натрия и 
установлено время, в течение которого 
продукты реакции остаются стабиль-
ными). 
 
ВВЕДЕНИЕ 
 
Фенольные соединения являются важными 
и наиболее активными действующими 
началами растений и растительных средств 
(отваров, настоев, экстрактов и т.п.), 
используемых в качестве желчегонных, 
противовоспалительных, антиспасти-
ческих, противоаллергических, сосудо- 
расширяющих и антимикробных средств. 
Основа структуры всех фенольных 
соединений – шестичленное углеродное 
кольцо бензола с присоединенными к нему 
гидроксильными группами. Количество 
колец и гидроксильных групп может быть 
различным, но эти два основных 
структурных элемента присутствуют 
всегда. Они и придают фенольным 
соединениям их наиболее характерные 
свойства [1].  
Листья ольхи обладают лечебными 
свойствами и используются в народной 
медицине как противовоспалительное, 
вяжущее, кровоостанавливающее средст-
во, а также применяются для лечения 
ревматоидного артирита, сифилиса и 
раковых опухолей [2,3]. Однако 
нормативной документации на листья 
ольхи как сырьё не существует. В этой 
связи перед нами встала задача по 
разработке временной фармакопейной 
статьи на листьях ольхи и методов 
стандартизации их по сумме фенольных 
соединений (ФС). Проведенный ранее 
фитохимический анализ показал, что 
листья ольхи содержат сложный комплекс 
природных соединений, представленный 
органическими кислотами (щавелевая, 
янтарная, винная и др.), веществами 
фенольной природы: флавоноидами 
(рутин, кверцетин, апигенин, витексин), 
фенолкарбоновыми кислотами (синапи-
новая, кофейная, ванилиновая, изо-
ванилиновая и др.) и дубильными 
веществами (галловая и эллаговая 
кислоты). 
Количественную оценку действую-
щих веществ в листьях ольхи проводили 
по суммарному содержанию фенольных 
соединений в пересчете на галловую ки-
слоту, так как фенольные соединения – ос-
новная группа биологически активных ве-
ществ в исследуемом сырье. 
Существуют различные способы 
количественного определения фенольных 
соединений в растениях: хроматоспектро-
фотометрия, спектрофотометрия, высоко-
эффективная жидкостная хроматография 
[4 - 6]. 
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Из вышеперечисленных методов в 
анализе лекарственного растительного сы-
рья наиболее часто применяется спектро-
фотометрический метод определения сум-
мы фенольных соединений с использова-
нием комплексообразующих реагентов [7 - 
12]. 
Метод основан на реакции полифе-
нольных соединений с реактивом Folin- 
Ciocalteu, содержащим фосфорномолибдат 
и вольфрамат натрия. Определяется вос-
станавливающая способность гидроксиль-
ных групп фенольных соединений, кото-
рые с реактивом Folin-Ciocalteu образуют 
окрашенный комплекс. Интенсивность ок-
раски позволяет судить о количестве фе-
нольных веществ [8].  
Преимуществом метода определе-
ния суммы фенольных веществ является 
простота определения, достаточно высокая 
воспроизводимость и возможность моди-
фицирования метода с целью уменьшения 
мешающего действия других веществ [10 - 
12]. 
 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
 
 Материалом исследования служили 
листья ольхи черной, заготовленные на 
учебно-полевом участке в п. Улановичи, 
Витебского района летом 2006 года. Ис-
пользовали  высушенное сырьё (воздушно-
теневая сушка). 
Для разработки методики количест-
венного определения суммы фенольных 
соединений было изучено: подбор опти-
мальных условий экстракции и протекания 
химической реакции взаимодействия фе-
нольных соединений с реактивом Folin-
Ciocalteu. 
 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 
Для выбора оптимальных условий 
экстракции было проведено исследование 
по определению влияния на полноту из-
влечения суммы фенольных соединений из 
листьев ольхи следующих факторов:  
1. Концентрация спирта (10%, 20%, 
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 96%);  
2. Размер частиц сырья (0,25; 0,5; 1; 
2; 3 мм);  
3. Время нагревания (5, 10, 20, 30, 
40, 50, 60 мин);  
4. Соотношение сырье:экстрагент 
(1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80, 
1:90, 1:100). 
Полученные данные приведены в 
таблицах 1-4. 
 
 
Таблица 1 - Зависимость полноты экстракции суммы ФС от типа экстрагента 
Испытуемый параметр 
Тип экстрагента 
Содержание суммы ФС, % 
вода очищенная 16,02 
спирт этиловый 10% 16,02 
спирт этиловый 20% 15,56 
спирт этиловый 30% 17,85 
спирт этиловый 40% 18,99 
спирт этиловый 50% 19,34 
спирт этиловый 60% 20,82 
спирт этиловый 70% 19,19 
спирт этиловый 80% 16,71 
спирт этиловый 96% 10,74 
 
Как видно из таблицы 1, при увели-
чении концентрации спирта, выход фе-
нольных соединений возрастает и стано-
вится максимальным при экстракции 60% 
этанолом. Дальнейшее  увеличение кон-
центрации спирта приводило к снижению 
эффективности экстракции, что выража-
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лось в уменьшении содержания феноль-
ных соединений в экстракте.  
Исходя из этого, в разработанной 
методике количественного определения 
суммы фенольных соединений в листьях 
ольхи в качестве экстрагента использовали 
60% спирт этиловый. 
 
Таблица 2 - Зависимость полноты экстракции суммы ФС от размеров частиц сырья 
Испытуемый параметр 
Размер частиц сырья, мм 
Содержание суммы ФС, % 
0,25 14,98 
0,5 17,98 
1 18,61 
2 22,79 
3 22,75 
 
Из таблицы 2 видно, что макси-
мальное содержание фенольных соедине-
ний обнаружено в извлечении, полученном 
из сырья с размером частиц 2 мм. 
На основании этого в разработан-
ной методике количественного определе-
ния суммы фенольных соединений в ли-
стьях ольхи использовали сырье с разме-
ром частиц 2 мм. 
 
Таблица 3 - Зависимость полноты экстракции суммы ФС от времени экстракции 
Испытуемый параметр 
Время нагревания при температуре кипения, мин 
Содержание суммы 
ФС, % 
5 17,71 
10 19,32 
20 20,17 
30 21,13 
40 22,26 
50 21,21 
60 19,39 
 
Из таблицы 3 видно, что макси-
мальное содержание фенольных соедине-
ний обнаружено в извлечении, полученном 
при нагревании в течение 40 мин. 
Поэтому, в методике количествен-
ного определения суммы фенольных со-
единений экстракцию проводили в течение 
40 мин. 
 
Таблица 4 - Зависимость полноты экстракции суммы ФС от соотношения сырье:экстрагент 
Испытуемый параметр 
Соотношение сырье:экстрагент (г:мл) Содержание суммы ФС, % 
1:10 13,21 
1:20 15,89 
1:30 17,45 
1:40 17,46 
1:50 17,89 
1:60 18,59 
1:70 17,30 
1:80 18,45 
1:90 18,24 
1:100 18,32 
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Рис. 1 - Влияние соотношения сырьё:экстрагент на извлечение ФС из листьев ольхи чёрной 
 
Из рис. 1 видно, что начиная с со-
отношения сырье:экстрагент 1:30  наблю-
дался выход на плато, то есть, при данных 
соотношениях количество фенольных со-
единений практически одинаковое и явля-
ется максимальным. Кроме того, нами бы-
ло установлено, что максимальный выход 
флавоноидов из листьев ольхи чёрной на-
блюдается при соотношении сы-
рьё:экстрагент 1:60. На основании этого в 
разработанной методике количественного 
определения суммы фенольных соедине-
ний в листьях ольхи чёрной использовали 
соотношение сырьё:экстрагент 1:60. 
Таким образом, в качестве опти-
мальных условий для количественного оп-
ределения суммы фенольных соединений 
из листьев ольхи были выбраны следую-
щие: экстрагент – 60% спирт этиловый, 
степень измельчения сырья 2 мм, время 
нагревания на кипящей водяной бане 40 
мин., соотношение сырье:экстрагент – 
1:60. 
Для изучения оптимальных условий 
реакции комплексообразования фенольных 
соединений с реактивом Folin-Ciocalteu 
было изучено влияние объема данного ре-
актива, а также концентрации раствора на-
трия карбоната на значение оптической 
плотности получаемых растворов (табл. 5).   
 
Таблица 5 - Условия реакции комплексообразования суммы ФС из листьев ольхи с 
реактивом Folin- Ciocalteu 
Испытуемый параметр Значение оптической 
плотности (А) 
1. Объем реактива Folin-Ciocalteu, мл 
0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
 
0,490 
0,835 
0,914 
1,008 
0,988 
2. Концентрация раствора натрия карбоната, % 
5 
10 
15 
20 
 
0,326 
0,482 
0,603 
0,580 
 
Из таблицы 5 видно, что при добав-
лении к определенному объему исследуе-
мого образца 0,3 мл и более реактива Fo-
lin-Ciocalteu оптическая плотность практи-
чески не изменялось. Следовательно, при 
добавлении 0,3 мл реактива Folin-Ciocalteu 
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все фенольные соединения вступали в ре-
акцию. Поэтому в разработанной нами ме-
тодике количественного определения сум-
мы фенольных соединений в листьях оль-
хи использовали 0,5 мл реактива Folin-
Ciocalteu, чтобы обеспечить его избыток 
для полного взаимодействия фенольных 
соединений с данным реактивом. 
Из таблицы 5 видно, что наиболь-
шее значение оптической плотности на-
блюдалось при добавлении 15% раствора 
натрия карбоната. Поэтому в методике ко-
личественного определения суммы фе-
нольных соединений в листьях  использо-
вали 15% раствор натрия карбоната. 
Для изучения стабильности продук-
тов реакции фенольных соединений из ли-
стьев ольхи с реактивом Folin-Ciocalteu в 
присутствии 15% раствора натрия карбо-
ната во времени были приготовлены рас-
творы, оптическую плотность которых из-
меряли через 5 мин в течение 1ч 20 мин 
(таблица 6). 
 
Таблица 6 - Устойчивость комплекса ФС из листьев ольхи с реактивом Folin-Ciocalteu 
Оптическая плотность (А)  
Время, мин 
Раствор 1 Раствор 2 
5 0,436 0,402 
10 0,445 0,403 
15 0,447 0,405 
20 0,455 0,412 
25 0,458 0,415 
30 0,462 0,417 
35 0,463 0,418 
40 0,466 0,421 
45 0,468 0,421 
50 0,467 0,421 
55 0,466 0,420 
60 0,469 0,421 
65 0,468 0,421 
70 0,469 0,421 
75 0,468 0,422 
80 0,469 0,422 
 
Установлено, что оптическая плот-
ность исследуемых растворов достигла 
максимума через 40 мин и оставалась ста-
бильной в течение последующих 80 мин. 
Поэтому, в разработанной методике коли-
чественно определения суммы фенольных 
соединений в листьях ольхи оптическую 
плотность анализируемого раствора изме-
ряли через 40 мин после его приготовле-
ния. 
МЕТОДИКА 
 
Аналитическую пробу сырья из-
мельчали до размера частиц, проходящих 
сквозь сито с отверстиями диаметром 2 
мм. Около 0,5 г (точная навеска) измель-
ченного сырья помещали в колбу со шли-
фом вместимостью 100 мл, прибавляли 30 
мл спирта этилового 60%. Колбу закрыва-
ли и взвешивали с погрешностью +0,01 г, 
присоединяли к обратному холодильнику 
и нагревали на кипящей водяной бане в 
течение 40 мин, периодически встряхивая 
для смывания частиц сырья со стенок. 
Колбу с содержимым охлаждали до ком-
натной температуры, закрывали пробкой, 
взвешивали с погрешностью +0,01 г и до-
водили массу спиртом этиловым 60% до 
первоначальной и перемешивали. Полу-
ченный экстракт центрифугировали в те-
чение 5 мин со скоростью 3000 об/мин. За-
тем готовили разведение экстракта в соот-
ношении 1:1 (раствор А). 
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В мерную колбу вместимостью 25 
мл помещали 0,1 мл раствора А, прибавля-
ли 0,5 мл реактива Folin-Ciocalteu, 10 мл 
воды очищенной и доводили объем рас-
твора до метки 15% раствором натрия кар-
боната (раствор Б). 
Через 40 мин измеряли оптическую 
плотность полученного раствора Б на 
спектрофотометре СФ-46 при длине волны 
760 нм в кювете с толщиной слоя 10 мм, 
используя в качестве раствора сравнения 
раствор, состоящий из 0,5 мл реактива Fo-
lin-Ciocalteu, 10 мл воды очищенной и до-
веденный 15% раствором натрия карбона-
та до метки в мерной колбе вместимостью 
25 мл. 
Содержание суммы фенольных со-
единений (Х) в пересчете на эллаговую ки-
слоту и абсолютно сухое сырье, в процен-
тах, вычисляли по формуле 1: 
 
( ) 1000100
1001002
2
1
⋅−⋅⋅
⋅⋅⋅⋅⋅
=
wVm
VVC
X     (1) 
где: 
 C – содержание фенольных соединений 
в пересчете на галловую кислоту, найден-
ное по калибровочному графику, в мг/мл; 
V – объем полученного экстракта, в мл; 
V1 – объем колбы (25 мл); 
V2 – объем пипетки (0,1 мл); 
2 – разбавление; 
m – масса навески, в граммах; 
W – потеря в массе при высушивании 
сырья, в %. 
 
Построение градуировочного графика 
 
Около 12,5 мг (точная навеска) РСО 
эллаговой кислоты, высушенной до посто-
янной массы при температуре 100-1050С, 
помещают в мерную колбу вместимостью 
25 мл, растворяют в небольшом количест-
ве метанола Р и доводят метанолом до 
метки.  В пять мерных колб отбирают по 
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; и 0,5мл  полученного рас-
твора далее поступают согласно методике, 
приведенной выше.   
По результатам измерения оптиче-
ской плотности растворов строят градуи-
ровочный график, откладывая на оси абс-
цисс концентрацию эллаговой кислоты в 
мг/мл, на оси ординат - оптическую плот-
ность раствора. 
 
 
y = 79,268x + 0,0239 
R 2  = 0,9964 
0 
0,2 
0,4 
0,6 
0,8 
1 
1,2 
0 0,005 0,01 0,015 
концентрация эллаговой кислоты мг/мл 
оптическая плотность (А) 
 
 
Рис. 2. Градуировочный график по эллаговой кислоте 
 
Метрологические характеристики 
результатов, полученных с помощью раз-
работанной методики количественного оп-
ределения  суммы фенольных соединений 
в листьях ольхи серой и ольхи черной в 
пересчете на эллаговую кислоту, были ус-
тановлены на основании результатов ана-
лиза одного образца сырья в десяти неза-
висимых повторностях (таблица 7). 
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Таблица 7 - Метрологическая характеристика методики количественного определения 
суммы ФС в пересчете на эллаговую кислоту в листьях 
X ,% n S S
2 t(p,f) ∆х ε,% 
18,72 10 0,69 0,47 2,26 0,42 2,27 
 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
1. Разработана и апробирована ме-
тодика количественного определения сум-
мы фенольных соединений в пересчете на 
эллаговую кислоту в листьях ольхи чёр-
ной, содержание фенольных соединений в 
среднем составляет 18,02 %. Относитель-
ная ошибка при доверительной вероятно-
сти 95%  составляет 2,15%. 
2. Подобраны оптимальные условия 
экстракции фенольных соединений иссле-
дуемого объекта (экстрагент – спирт эти-
ловый 60%, размер частиц сырья 2 мм, 
время нагревания на кипящей водяной ба-
не 40 мин., соотношение сырье : экстра-
гент – 1:60) и оптимальные условия проте-
кания реакции фенолов с реактивом Folin-
Ciocalteu. 
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SUMMARY 
O.V. Muschkina, N.S. Gurina 
A QUANTITATIVE DETERMINATION OF 
THE PHENOL COMPOUNDS SUM IN THE 
LEAVES OF ALNUS GLUTINOSA. 
A technique is described for a quanti-
tative determination of the phenol compounds 
sum in the leaves of Alnus glutinosa by spec-
trophotometry with Folin-Ciocalteu reagent. 
Optical density of a stained complex is deter-
mined at the wave's length of 760 nm. The 
calculation of phenol sum is based on the use 
of calibration curve carried out according to 
the state standart samples of ellagic acid. A 
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relative error of proposed technique presents 
2,27%. The content of phenol compounds in 
the leaves of Alnus glutinosa averages out 
18,72%. The conditions providing for maxi-
mum extraction of biologically active com-
pounds from samples studied are described: 
extractant is 60% ethyl alcohol, crude drug 
particles of 2 mm, time of heating in boiling 
water bath is 40 min., correlation “crude drug 
– extractant” is 1:60. Optimal factors of 
chemical reaction between the phenols of Al-
nus glutinosa leaves and the reagent Folin-
Ciocalteu are presented (quantity of reagent is 
selected, concentration of sodium carbonate is 
established, time of reaction products stability 
is determined). 
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КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
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САБЕЛЬНИКЕ БОЛОТНОМ 
COMARUM PALUSTRE L. 
 
Витебский государственный  
медицинский университет 
 
Предложена методика количест-
венного определения проантоцианидинов 
в различных органах сабельника болот-
ного спектрофотометрическим мето-
дом, основанная на кислотном гидролизе 
указанных соединений до антоцианиди-
нов в присутствии катализатора (ионов 
Fe3+). Подобраны оптимальные условия 
извлечения суммы проантоцианидинов 
из растительного сырья сабельника бо-
лотного (тип экстрагента – 70% эта-
нол, измельченность сырья – 0,25 мм, 
время экстрагирования – 20 мин, соот-
ношение сырья и экстрагента – 1:40). 
Расчет содержания проантоциа-
нидинов проводился с использованием 
удельного показателя поглощения 352, 
определенного для очищенной суммы 
проантоцианидинов, выделенных из сы-
рья сабельника болотного. Относитель-
ная погрешность предложенной мето-
дики составляет 4,38 %. Методика от-
личается хорошей воспроизводимостью 
результатов, для ее выполнения не тре-
буется наличия стандартных образцов. 
Наибольшее содержание проантоциани-
динов обнаружено в стеблях и корневи-
щах, что позволяет рекомендовать ука-
занные органы в качестве лекарственно-
го растительного сырья сабельника бо-
лотного. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
 
Одной из современных проблем ме-
дицины является лечение заболеваний 
опорно-двигательного аппарата. Данные 
заболевания протекают, как правило, в 
хронической форме, поэтому прием назна-
чаемых лекарственных средств является 
длительным, иногда пожизненным. Со-
временные противовоспалительные сред-
ства широко применяются при этих забо-
леваниях, оказывая влияние не только на 
опорно-двигательную систему, но и на же-
лудочно-кишечный тракт в виде много-
численных побочных эффектов. Более то-
го, действие синтетических противовоспа-
лительных препаратов направлено, глав-
ным образом, лишь на симптоматическое 
лечение, а не на устранение причин воз-
никшей воспалительной реакции. 
В отличие от синтетических, лекар-
ственные средства из лекарственного рас-
тительного сырья обладают малой токсич-
ностью, значительно лучшей переносимо-
стью, возможностью длительного приема. 
Арсенал применяемых противовоспали-
тельных средств из лекарственных расте-
ний весьма ограничен, поэтому актуаль-
ным является поиск новых видов лекарст-
венных растений, их стандартизация и раз-
работка новых готовых лекарственных 
средств на их основе. Одним из таких пер-
спективных растений является сабельник 
болотный.  
Сабельник болотный представляет 
собой небольшой многолетний полукус-
тарник с длинным деревенеющим подзем-
ным стеблем. Надземная часть стебля – 
приподнимающиеся ветви. В нижней части 
ветви голые с блестящей поверхностью 
буровато-пурпурного или ржаво-бурого 
